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La presente invention conceme de nouvelles compositions vaccinales 
destinees h une administration par voie muqueuse. 
5 On donne ci-apres quelques definitions : 

Administration f^r voie muQueuse : administration non invasive de I'antigene a 
im site muqueux, par exemple 

- aire naso-pharyngee 

- aire buccale 

IQ - arbre bronchique 

- intestin 

- tractus uro-genital 

- oreille interne 

- conjonctive 

j5 - glandes mammaires, salivaires et lacrymales. 

Parmi ces differents constituants du tissu lymphoide associ6 aux 
muqueuses (MALT), certaines voies d' introduction sont d'un acces et d'une 
acceptabiUt6 plus ais6s : nasale. buccale, gastro-intestinale, rectale et vaginale. 
p^ pnn.^Tnuaueuse : reponse du systeme immunitaire au niveau des muqueuses 
caract6ris6e par une production dlgA (isotype en concentration importante dans 
les muqueuses) et d'IgG et/ou une reponse cellulaire au sein du site muqueux et 
des ganglions drainants. 

p^ pnn.^ .vstemiQue : reponse du systeme immunitaire generalisee se traduisant 
par la presence d'anticorps circulants (IgG et aussi IgA) et/ou une reponse 
cellulaire (Thelper ou CTL) dans les organes lymphoTdes secondaires (rate, 
ganglions). 

r.:..^^ir..ur.r. la reponse : installation d'une r6ponse muqueuse dans d autres 
compartiments que celui de I'induction, du fait de la circulation et de la 
relocalisation des lymphocytes induits au site d'administration (IgA vagmales 
30 aprfes administration nasale par exemple). 

Adjuvant : substance ajoutee a I'antigene de maniere k amplifier et orienter la 
r^nse immunitaire specifique de cet antigene. 

v^tPiir svnth^tiqiie/vectorisation : incorporation de I'antigene dans ou a la surface 
d'une particule ou vesicule, de maniere a prot^ger I'antigene et/ou k faciliter sa 
capture par les cellules competentes du systeme immunitaire et/ou h faciliter 
I'appretement de I'antigene par lesdites cellules, et ainsi a amplifier la r6ponse 



20 



25 



35 



t 



2 



immunitaire. L'addition d'un vecteur vide a Tantigene libre n'apporte pas ou peu 
d' amplification. 

Jusqu'a recemment, les vaccins etaient obtenus a partir de micro- 
organismes tues, attenues ou moins virulents. L'industrie pharmaceutique 
5 aujoiird*hui cherche a eviter cette approche a la fois poxir des raisons de limitation 
des effets secondaires, de facilite de production, de securite d' administration et 
d'efficacite. 

Les progres de la biologic moleculaire ont permis la production 
industrielle de sous-unites de ces micro-organismes en particulier des proteines 
10 dites recombinantes, qu'elles soient membranaires, nucleaires ou cytoplasmiques. 
Malheureusement ces sous-imites ne sont pas assez immunogenes par elles-memes 
pour apporter une reponse suffisante dans Toptique de la vaccination. 

Elles ont besoin d'etre adjuvantees ou vectorisees pour induire une 
reponse suffisante. 

15 Aujourd'hui, les seuls adjuvants acceptes en medecine humaine sont 

lliydroxyde ou le phosphate d'aluminium ainsi que le phosphate^de.calcium. _Ces 
sels se presentent sous la forme d'une suspension de grains de sel d'aluminiimi ou 
de calcium, a la surface desquels est adsorbe Tantigene. lis presentent plusieurs 
inconvenients : ils induisent des reactions locales inflammatoires et la production 

20 d'IgE, ils ne sont pas efficaces pour tous les antigenes et ils sont incapables 
d'engendrer des reactions a mediation cellulaire de type CTL. De fait, ils ne sont 
pas utilises jusqu'a present dans le cas d' administration par voie muqueuse. 

Or, rimportance des surfaces muqueuses est considerable, d*une part 
parce qu^elles sont presentes au niveau de tous les tractus et d'autre part parce 

25 qu'elles sont la premiere ligne de defense contre Tinvasion des agents pathogenes. 

La protection des surfaces muqueuses est assuree a la fois par des 
mecanismes de defense innes ou non adaptatifs (peristaltisme, mouvements cili6s 
et mucus) et par la mise en place d'une reponse immune cellulaire et humorale 
adaptative specifique de Tagent pathogene qui pent se generaliser aux autres 

30 organes lymphoTdes. C'est le tissu lympholde associe aux muqueuses (MALT) qui 
est responsable de la composante specifique. 

A cet ^gard, la vaccination par voie muqueuse represente un enjeu 
considerable. 

Aujourd'hui, tous les vaccins sauf celui contre la poliomyelite sont 
35 injectables, ce qui implique : 

- Une medicalisation 
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- Un mauvais accueil 

- Un inconfort (fievre, douleur au site d'injection...) 

- Des risques de contamination (HIV, hepatites) 

- Un cout eleve dans les pays en voie de developpement 

5 L'administration par voie muqueuse presenterait un avantage pour 

differentes raisons : 

- des couts de production moins Aleves lies a des conditions de 
preparation moins contraignantes que celles pour un vaccin injectable 

- son caractere non invasif qui ^limine les problemes li6s k Tinjection 
10 decrits ci-dessus 

Pour cela, elle devrait : 

- procurer ime inununite aux sites d*administration muqueux, 
permettant de renforcer par une reponse specifique la barriere muqueuse, d'ou xm 
interet pour les infections transmissibles par voie muqueuse (aeriennes, 

15 genitales....) 

- procurer une immunite systemique et une reponse effectrice 
generalisee suite a une administration aisee 

- ne pas entrainer d'effets secondaires (irritation locale). 

Pour une revue assez complete sur Timmunologie des muqueuses on 
20 pourra se reporter au "Handbook of mucosal immunology", edite par Pearay Ogra 
et alj 1994, Academic press. Inc. san Diego Califomie, USA. 

De nombreux essais et Etudes ont ete realises afin de developper de 
nouveaux adjuvants et vecteurs capables d'induire une reponse muqueuse et 
systemique efficace en terme de protection contre Tagent pathogene. Differents 
25 travaux portent sur Tutilisation de vecteurs vivants recombinants (bacteries ou 
virus att6nues), de vecteurs synthetiques (complexes immunostimulants encore 
appeles iscoms, ce qui correspond a une abreviation de Texpression anglaise 
"immunostimulating complexes", liposomes, microspheres...) ou de toxines de 
micro-organismes (toxine cholerique -CT- ou toxine thermolabile d'E, Coli -LT-). 
30 Cependant, une grande partie de ces etudes est encore au stade de la mise au point 
et la majorite des formulations presentent des inconvenients : 

- haute toxicite (CT et LT) et done impossibilite d'utilisation chez 

rhomme, 

- difficultes de preparation (microspheres), 
35 - faible stabilite (liposomes), 

- faible efficacite (liposomes). 



Plusieurs brevets concement radministration par voie muqueuse 
d'antigenes, vectorises ou adjuvantes par differents systemes. On peut citer : 

-EP 0 440 289 (Duphar) qui decrit I'utilisation de liposomes cn 
melange avec im antigene pour la vaccination contra la grippe. II s'agit la d'un effetX 
adjuvant des lipides, le meme resultat etant obtenu lorsque Tantigene est melangi ^ 
extemporanement avec les liposomes vides. sj^ 
-WO 98/10748 (The School of Pharmacy) utilisant des liposomes, 
cationiques, dans le cas d'une injection ou d'une administration par voicj/ 
muqueuse, 5^ 

- US 5,679,355 (Proteus) decrivant des vesicules non ioniques, qui 
peuvent etre administr^es par voie parenterale ou muqueuse (surtout orale). 

D'autre part, une tres abondante litterature scientifique dicrit 
Tutilisation de microparticules polymeres comme vecteur d*antigene par voicJ 
muqueuse. Une bonne revue de cette litterature peut Stre trouvee dans : D. T. 
O'HAGAN, Adv. Drug Deliv. Rev., 34 (1 198) 305-320. 

Cependant, aucune de ces technologies n'a abouti aujourdTiui i im 
produit sur le marche. Les methodes de presentation de I'antigene doivent done 
encore etre ameliorees et le developpement de nouveaux adjuvants ou vecteurs 
d'antigenes demeure un besoin lu-gent dans I'industrie du vaccin. 

Parmi les vesicules, objets spheriques formes d'arrangement 
moleculaires de molecules amphiphiles, les vesicules multilamellaires a structure 
en oignon ont fait Tobjet d'importantes recherches et ont donne lieu a plusieurs 
brevets (WO 93/19735 ; WO 95/18601 ; WO 97/00623 ; WO 98/02144 ; WO 
99/16468). EUes se distinguent des liposomes par : 

• leur mode de preparation qui part d'une phase lamellaire a Tequilibre 
thermodynamique 

-leur structure interne cristal-Iiquide formee d'un empilement de 
bicouches concentriques d'amphiphiles alternant avec des couches d'eau ou de 
solution aqueuse ou de solution d'un liquide polaire (glycerol, par exemple) 

- la nature variee des molecules amphiphiles qui peuvent etre utilisees 
pour les constituer, seules ou en melange. 

La demande intemationale WO 99/16468 decrit des vesicules a 
structure en oignon incoxporant en leur sein un antigene et permettant d'amplifier 
la reponse inununitaire de cet antigene. Cette demande intemationale qui decrit 
pour la premiere fois Tincorporation (egalement designee dans ce document par 
encapsulation) d'antigenes au sein d'une vesicule multilamellaire a stracture en 



5 



oignon montre clairement dans ses exemples qu'une telle encapsulation permet 
tres nettement d'amplifier la reponse immunitaire lors d'une administration 
parenteral d'un antigene encapsule dans xme vesicule multilamellaire a structure 
en oignon. 

5 - Les inventeurs de la presente invention ont maintenant decouvert que 

I'administration par vole muqueuse, en particulier nasale, des compositions du 
type de celles decrites dans la demande WO 99/16468, engendre une r6ponsc^ 
immunitaire non seulement au sein de differents sites muqueux mats 6galemeii^ 
dans le compartiment systemique. Cette reponse est caracteriste par I'induction^i 

10 d'immunoglobuline A. Un tel r&ultat n'etait nuUement evident au vu de la 
demande WO 99/16468 puisque dans les conditions ou etait faite I'injection dans 
les exemples de cette demande, I'antigene. m8me sous forme encapsulte. 
n'induisait pas de reponse IgA detectable. 

Les immunoglobulines (Ig) ou anticoips (Ac), associes k des 

15 composants cellulaires, sont des acteurs essentiels dans la reponse immunitaire 
dirig6e contre un pathogene. Les Ig sont des proteines hautemem spteifiques de 
I'antigene. 

Differentes classes d'anticorps ont et6 repertoriees, qui se distmguent 
par leur mode d'induction, leur localisation et leur fonction (reconnaissance, 
20 ' neutralisation d'activite toxique ou enzymatique). 

Dans le compartiment sanguin, la majorit6 des Ig produites est des IgG 
circulants (sub-divise en difKrentes sous-classes), les IgA et les IgE restant tres 
minoritaires. A I'inverse, I'isotype majeur dans les muqueuses est HgA qui est 
produite par les plasmocytes a IgA du systeme lymphoide muqueux et s6cretee 
25 activement par I'^pithelium de la muqueuse. 

Les IgA sont des anticoips specialises et adaptes a la defense des 
surfaces muqueuses constamment exposees aux pathogenes. Adaptes, car, du fait 
de leur stracture biochimique (glycosylation, polymerisation, piece secretoire), ils 
resistent aux effets des proteases secretees par les micro-organismes et car, 
30 contrairement aux autres isotypes, ils limitent les reactions inflammatoires dans 
ces compartiments en etat d'activation constant. Specialises, car ils agissent a 
plusieurs niveaux : secretes, ils agglutinent les pathogenes. limitent par 
neutralisation les effets des toxines et I'entree des pathogenes ; ils peuvent 

egalement agir au sein de I'epitheiium au cours de leur transcytose ou dans la 

35 lamina propria. lis representent done une barrifere active essentielle qui, associ6e k 
des mecanismes, limitem I'invasion par les pathogdnes. Naturellement, a la 




reponse anticorps, s'associent des reponses cellulaires cytotoxiques et specifiques 
qui visent a eliminer le pathogene. Si la reponse locale ne suffit pas, line reponse 
systemique est enclenchee. 

Une des caracteristiques tres interessantes du systeme immunitaire 
5 muqueux est la recirculation des lymphocytes B et T induits a un site muqueux et 
leur possible domiciliation dans d'autres sites que ceux de Tinduction, propageant 
ainsi la reponse specifique aux autres tractus. Ce phenomene est tres interessant en 
terme de vaccination. 

Alors que les mecanismes d*induction d'une reponse immune 

10 muqueuse sont en cours d'elucidation, il reste souvent extremement difficile 
d'induire xme reponse muqueuse par radministration parenterale d'xm antigene 
(adjuvante ou non) et meme par administration muqueuse de I'antigene. En efifet, 
radministration par voie parenterale d'un antigene conduit a ['induction d'anticorps 
specifiques circulants, de type IgG. Ce type d'injection ne permet pas d'induire des 

15 IgA au sein des compartiments muqueux (ni systemique). II est tres clair que la 
vaccination parenterale ne renforcera pas les defenses naturelles locales 
necessaires pour lutter contre beaucoup d'infections respiratoires ou genitales par 
exemple. 

Pour ces differentes raisons, il est tout a fait surprenant, meme au vu 
20 de I'enseignement de WO 99/16468 que le meme antigene incorpore dans les 
memes vesicules, administrees par voie muqueuse (nasale) induise non seulement 
une reponse systemique (IgG dans les serums) confirmant par xme autre voie les 
precedents r6sultats» mais egalement une reponse dans- les sites muqueux. 
L'incorporation de I'antigene dans les vesicules a structure en oignpn engendre la 
25 production dlgA dans le compartiment lie au site d'administration (broncho- 
pulmonaire) mais aussi dans les autres compartiments muqueux avec une 
predominance dans les secretions genitales. De plus, il faut noter que Talbumine 
de serum humain (HSA), utilisee a titre d'exemple, est un antigene tres faiblement 
immunogene, qui, administre par voie nasale, seul, sans etre incorpore dans des 
30 vesicules est incapable d'induire une quelconque reponse qu*elle soit muqueuse ou 
systemique. 

De plus, on pent remarquer que radministration par voie muqueuse 
necessite par rapport a radministration parenterale la prise en charge de I'antigene 
dans la muqueuse et done la penetration de I'antigene, ce qui implique que 
35 I'antigene doit etre presente de maniere optimale afin de depasser les mecanismes 
de defense non specifiques (mouvements cilies, mucus) et de resister aux enzymes 




7 

presents dans la muqueuse on a sa surface. H apparait que ces parametres sont 
optimises par la structure des vesicules lors de Tadministration muqueuse. Ces 
fonctions des vesicules dans Tadministration muqueuse n'etaient pas 
necessairement presentes lors de I'administration parenterale, ou Tinjection permet 

5 d'atteindre directement des zones plus favorables a une capture par les cellules du 
systeme immunitaire. 

Le resultat observe par administration muqueuse n'est done pas une 
simple extrapolation du resultat obtenu par administration parenterale, mais la 
mise en evidence d'une nouvelle fonctionnalite des v6sicules a stracture en 

10 oignon. 

Les inventeurs de la presente invention ont maintenant decouvert que 
des vesicules identiques a celles decrites dans la demande Internationale 
WO 99/16468 incorporant un antigene provoquaient une r6ponse immimitaire 
beaucoup plus forte que Tadministration de Tantigene libre. De plus, pour certains 

15 antigenes qui nMnduisent aucune r6ponse par administration muqueuse, leur 
administration, incorpores au sein de vesicules multilamellaires a stmcture en 
oignon, permet d'induire une reponse tout a fait remarquable. Enfin la reponse 
induite se retrouve non seulement au niveau local dans le compartiment muqueux 
(reponse muqueuse) mais aussi dans la circulation sanguine (reponse systemique 

20 serique). 

D'autre part, ces vesicules multilamellaires sont preparees a partir de 
constituants biocompatibles connus pour leur innocuite. De plus, le proc6dc de 
preparation est de mise en ceuvre simple et ne fait appel qu'a des appareils 
courants de la chimie. Le fait que le procede fasse appel a une phase lamellaire 

25 initiale a Tequilibre thermodynamique lui donne une excellente reproductibilite et 
permet une grande stabilite des vesicules obtenues. 

Ainsi, selon Tune de ses caracteristiques essentielles, invention 
conceme une utilisation de vesicules multilamellaires a stmcture en oignon 
presentant une structure interne cristal-liquide formee d*un empilement de 

30 bicouches concentriques a base d'agents amphiphiles alternant avec des couches 
d'eau, de solution aqueuse ou de solution d'un liquide polaire et au sein desquelles 
se trouve incorpore au moins un antigene, pour la fabrication d'une composition 
vaccinale destinee a une administration par voie muqueuse pour induire une 
reponse muqueuse et/ou systemique serique. 

35 Par le terme "incorpore" dont Tutilisation nous semble preferable a 

celle du terme "encapsule", on entend que le ou les antigenes font partie integrante 
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de Tentite constituee par la vesicule. En effet, on peut trouver des molecules 
d'antigene(s) dans n'importe quelle couche comprise entre le centre et la peripherie 
de ladite vesicule. 

Ces vesicules ont generalement des diametres compris entre 0,1 et 
5 25 nm, de preference entre 0,2 et 15 |im. 

Plus precisement, les vesicules utilisees selon Tinvention sont de 
preference constituees de plusieurs couches d'agents amphiphiles alternant avec 
des couches de phase aqueuse ou polaire. L'epaisseur de chacune de ces couches 
est une epaisseur moleculaire, typiquement de Fordre de 5 a 10 nanometres. Pour 

10 un empilement d'une dizaine a quelques centaines de couches, on obtient done un 
diametre compris entre 0,1 fim et quelques dizaines de micrometres. C'est ce qui 
est observe experimentalement, les vesicules etant observables en microscopie 
optique (en lumiere polarisee afin d*avoir un meilleur contraste li& a leur 
birefringence), soit comme des points non resolus pour les plus petites d'entre 

15 elles, soit comme des spheres birefringentes pour les plus grosses. Le profil de 
tallies peut_etre etudie a Taide d'un granulometre laser (utilisant la diffusion 
statique d'un faisceau laser, analysee sous plusieurs angles). On obtient en general 
un profil gaussien centre sur une valeur variant entre 0,1 et 25 ixm montrant une 
faible heterogeneite de la taille pour une formulation donnee, dans des conditions 

20 operatoires de preparation donnees. 

Les vesicules dans lesquelles se trouve incorpore Tantigene ont, 
comme expose precedemment, une stmcture multilamellaire en oignon et sont 
constituees, de leur centre jusqu'a leur peripherie, d'une succession de couches 
lamellaires separees par un milieu liquide. Ces vesicules peuvent etre obtenues par 

25 un procede comprenant la preparation d'une phase lamellaire cristal-liquide et sa 
transformation par application d'un cisaillement. Un tel procede est en particulier 
decrit dans le brevet WO 93/19735 issu du brevet franpais FR-2 689 418 ou 
WO 95/18601 introduits ici par reference. 

Selon le brevet fran9aisFR-2 689 418, cette transformation peut etre 

30 faite lors d'une etape de cisaillement homogene de la phase cristal-liquide, ce qui 
conduit a des vesicules encore appelees microcapsules de taille controlee. 
Toutefois, en jouani sur la formulation de la phase lamellaire cristal-liquide, en 
particulier sur la nature des tensioactifs entrant dans sa composition, la 
transformation de cette phase cristal-liquide en vesicules peut etre obtenue par 

35 simple soUicitation mecanique, en particulier lors du melange des constituants. 



De telles vesicules presentent, entre autres, Tavantage de pouvoir etre 
preparees par un precede de preparation particulierement simple permettant 
d'utiliser une grande variete de tensioactifs. 

Un autre avantage, lie lui aussi essentiellement an precede utilise pour 
5 preparer les vesicules a structure en oignon utilisees selon Tinvention, reside dans 
le fait que Ton incorpore les actifs et les additifs prealablement a la formation des 
vesicules, ce qui permet un excellent rendement d*encapsulation, d'ou une 
meilleure efficacite et une economic tres importante pour des molecules 
extremement couteuses. 
10 De telles stmctures sont avantageusement obtenues par incorporation 

d'au moins un antigene dans ime phase lamellaire cristal-liquide comprenant au 
moins un agent tensioactif puis transformation de cette phase cristal-liquide 
lamellaire en une phase dense de v6sicules multilamellaires de petite taille. 

Ainsi, les v6sicules utilisees selon I'invention peuvent 8tre obtenues 
15 selon un precede selon lequel on prepare une phase cristal-liquide lamellaire 
incorperant au moins un antigene et on provoque le rearrangement de ladite phase 
cristal-liquide en vesicules multilamellaires par application d'un cisaillement. 

Ce cisaillement pourra etre un cisaillement homogene, ce qui presente 
Tavantage de conduire a des vesicules de taille parfaitement homogene. Toutefois, 
20 ime simple agitation mecanique pourra s'averer suffisante pour conduire a la 
formation des vesicules multilamellaires de I'invention. 

L*antigene pourra etre toute molecule pour laquelle en seuhaite 
engendrer une reponse immunitaire, qu'il ait une origine exogene tel qu'un 
organisme " pathogene infectieux, parasites ~ ou micro-organismes (levures, 
25 champignons, bacteries ou virus) ou une origine naturelle intrinseque (cas des 
maladies auto-immunes ou de la cancerisation). II pent etre de differentes natures 
biochimiques. 

II pent, en particulier, s'agir d'un antigene choisi dans le groupe 

constitue : 

30 - des proteines, en particulier des proteines extraites ou recombinantes, 

glycosylees ou non, 

- des peptides, 

- des lipopeptides, 

- des polysaccharides, 

35 ou representant un melange de plusieurs de ces composants. 
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Les vesicules multilamellaires a structure en oignon sont preparees 
selon les methodes decrites precedemment, en particulier dans la demande 
intemationale WO 99/16468. Les molecules amphiphiles utilisees pour leur 
preparation seront choisies, sans que cela soit une obligation, parmi les molecules 
faisant I'objet d'une description dans la pharmacopee, ou deja utilisees dans des 
medicaments appliques aux muqueuses. 

Selon une variante avantageuse, les membranes des vesicules 
contenues dans les compositions de Finvention contiennent au moins un agent 
tensioactif choisi dans le groupe constitue : 

- des phospholipides hydrogenes ou non hydrogen6s, 

- des acides gras en Cg a C30, satures ou mono- ou polyinsatures, lineaires ou 
ramifi6s, sous fomie d'acide ou de sel d'un metal alcalin, alcalino-terreux ou d'une 
amine, 

- des esters, 6thoxyles ou non, de ces memes acides gras et 

. de saccharose, 
. de sorbitan, 
. de mannitol, 

. de glycerol ou de polyglycerol, 
. de glycol, 

- des mono-, di- ou triglycerides ou des melanges de glycerides de ces memes 
acides gras, 

. des alcools gras en a C30, satures ou mono- ou polyinsatures, lineaires ou 
ramifies, ethoxyles ou non, 

- des ethers, ethoxyles ou non, de ces memes alcools gras et 

. de saccharose, 
. de soibitan, 
. de mannitol, 

, de glycerol ou de polyglycerol, 
. de glycol, 

- des huiles vegetales polyethoxylees, hydrogenees ou non hydrogenees, 

- des polymeres sequences de polyoxyethylene et de polyoxypropylene 
(poloxameres), 

- de ITiydroxystearate de polyethyleneglycol, 

- des alcools a squelette sterol tel que le cholesterol, le sistosterol, 

- des sphyngolipides, 

- des polyalkylglucosides. 
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- des copolymeres de polyethyleneglycol et d'alkyljglycol (par exemple la famille 
des ELFACOS de AKZO NOBEL), 

- des copolymeres di- ou tribloc d'ethers de polyethyleneglycol et de 
polyalkyleneglycol (par exemple la famille des ARLACELL de ICI). 

A ces tensioactifs qui peuvent etre utilises seuls ou en melange, on 
peut 6ventuellement ajouter des co-tensioactifs afin d'ameliorer la rigidite et 
retancheite des membranes formant la vesicule. Parmi ces molecules, on peut 
citer : 

- le cholesterol et ses derives, en particulier les esters de cholesterol 
charges ou neutres comme le sulfate de cholesterol 

-les autres derives a squelette sterol, en particulier ceux d'origine 
vegetale (sitosterol, sigmasterol...) 

- les ceramides. 

La formulation fait avantageusement intervenir un melange de 
molecules tensioactives. II est generalement utilise au moins deux tensioactifs 
differents ayant des balances hydrophile-lipophile differentes, ce qui permet de 
regler en continu les proprietes des bicouches et ainsi de controler Tapparition de 
rinstabilite qui gouveme la formation des vesicules multilamellaires. 

Ainsi, on choisira avantageusement parmi les tensioactifs ci-dessus, 
deux tensioactifs presentant des proprietes relativement differentes, en particulier 
une balance hydrophile-lipophile (HLB) diflFerente. Le premier tensioactif 
prcsentera avantageusement une balance hydrophile-lipophile comprise entre 1 et 
6, de preference entre 1 et 4, alors que le deuxieme tensioactif aura ime balance 
hydrophile-lipophile comprise entre 3 et 15, de preference comprise entre 5 et 15. 

La preparation obtenue apres transformation de la phase lamellaiie 
cristal-liquide en v&icules multilamellaires peut ensuite etre diluee, en particulier 
avec un solvant aqueux tel que, par exemple, une solution tampon, une solution 
saline ou une solution physiologique, pour obtenir ainsi une suspension aqueuse 
de vesicules. 

La technique d'encapsulation utilisee selon la presente invention 
permet d'atteindre aisement des rendements d*encapsulation tres eleves, voire 
voisins de 100%. Toutefois, de tels rendements ne sont pas toujours 
indispensables en fonction des applications visees. 

Ainsi, le rendement d'encapsulation du (ou des) antigene(s) dans les 
compositions de invention est avantageusement superieur a 50 %, de preference 
superieur k 80 %. 
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n semble que la structure des vesicules soit responsable des resultats 
particuli^rement avantageux obtenus, et que les vesicules multilamellaires de 
I'invention pennettent a Tantigene d'arriver intact jusqu'aux cellules presentatrices 
de I'antigene (CPA) et de favoriser sa capture par ces cellules. II semble done bien 
que la fonction des vesicules de Tinvention est de vectoriser. de proteger et 
d'ameliorer la capture de I'antigene par le systeme immunitaire. 

Un autre avantage de la technologic est que I'on peut rajouter a cette 
formulation des polymeres naturels ou artificiels tels que les polysaccharides 
(alginates, chitosan. etc.) afin de renforcer la solidit6 de la vesicule. et lui 
permettre de rester plus longtemps sur le site d'administration ou dans I'organisme, 
delivrant ainsi I'antigene sur un temps plus long. Ces polymeres peuvent etre aussi 
bien incorpores dans la v6sicule, que deposes autour sous la forme d'un enrobage. 
Dans ce cas la v6sicule ou la particule fonnte des v6sicules enrobees dans la 
matrice polymere a un diam^tre superieur a celui des vesicules seules. Ces 
polymdres peuvent eventuellement Stre r6ticul6s pour renforcer encore leur 
solidite. 

De plus, et c'est un des autres avantages de la technologic, la 
formulation peut etre compiaee par I'addition de molecules immuno-modulatrices 
(chitosan, interleukines...) qui renforceront par leurs proprietes intrinseques 
I'amplification et rorientation de la reponse immunitaire. 

Les vdsicules incorporant les antigenes sont avantageusement 
preparees dans un procede consistant a preparer, dans un premier temps, la phase 
lamellaire. Celle-ci s'obtient par simple melange des ingredients, dans un ordre 
determine par Texperimentateur d'apres les miscibilitfe de chacun des 
constimants. II peut etre necessaire de chauffer ceftiaihs- constituants pSteux ou 
solides afin de faciliter leur incorporation. Dans ce cas on additionne Tantigene de 
preference en fin de melange afin de lui eviter de subir une temperature trop 
61ey6e. On peut aussi preparer un melange de tous les constituants sauf de 
I'antigene ou sa solution aqueuse sous forme d'un melange « stock » qu'on 
utilisera selon les besoins pour preparer la phase lamellaire. La solution aqueuse 
peut contenir diflfeients constituants destines a assurer sa compatibilite biologique 
et en particulier des melanges tampons mais egalement differents antigenes. La 
phase lamellaire ainsi prdparee est ensuite soumise a un cisaillement modere (de 0 
k 1000s'') pendant un temps limite (de 0 a 60 minutes). 

Dans la plupart des cas, ce cisaillement est obtenu directement par 
Taction du dispositif ayant servi au melange. Pour les tres petites quantites, il peut 
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etre obtenu a la main par melange de la preparation a I'aide d'xme microspatule 
dans un tube de type Eppendorf. 

La phase lamellaire cisaillee est ensuite dispersee dans un milieu final, 
en general de Teau ou un tampon, identique ou different de celui ayant servi lors 
5 de la preparation de la phase lamellaire. Cette dispersion se fait avantageusement a 
temperature ambiante (20-25^C) par addition lente du milieu siu- la phase 
lamellaire sous agitation constante. 

Un conservateur et eventuellement d*autres additifs destines a 
completer la formulation galenique peuvent etre ajoutes au produit 
10 Toutes les compositions decrites precedemment comprenant au moins 

un antigene incorpore au sein des vesicules a structure lamellaire en oignon 
presentent Tavantage de pouvoir etre utilis^es pour une administration par voie 
muqueuse et tout particulierement par voie nasale et d'induire une reponse 
muqueuse et/ou systemique serique. 
15 L'exemple donne ci-apres met clairement en evidence un tel effet 

Les figures 1 et 2 ci-jointes rassemblent les reponses obtenues d'une 
part dans differents prelevements muqueux (figure 1) et d'autre part dans les 
serums des animaux (figure 2) apres une administration par voie nasale de 
compositions selon Tinvention (groupe I) en comparaison avec ceux obtenus par 
20 administration soit des compositions dans lesquelles le meme antigene est libre 
(groupe II), soit de compositions contenant les memes v6sicules mais vides 
(groupe ni). 

EXEMPLE 

25 I - Preparation de vesicules contenant de Talbumine de serum humain (HSA) 



Formulation (en pourcentage en poids) 

O Potassium oleate (FLUKA) : 05,0% 

© Alcool laurique ethoxyle a 4 oxydes Methylene (SEPPIC) : 02,0 % 

© Cholesterol de lanoline (FLUKA) : 05,0 % 

30 O Cholesterol 3-sulfate (SIGMA) : 02,5 % 

© PBS Ix sterile (LIFE TECHNOLOGIES) : 20,0 % 

© Lecithine de soja Phospholipon 90G (NATTERMANN) : 45,5 % 

© Albumine humaine (SIGMA) a 30 mg/ml dans du PBS Ix : 20,0 % 
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OTSTlFK-aTn» 

Mode operatoire 

Les composants sont sterilises par irradiation UV pendant 60 mn. Les 
contenants et accessoires (spatules, agitateurs...) sont sterilises a la flamme juste 
avant utilisation. 

5 Les constituants O a © sont introduits dans un pilulier, dans un ordre 

indifferent, puis chauffes a SO^'C pendant 60 min sous tres forte agitation 
magnetique. La solubilisation totale des constituants © et O est verifiee par 
observation microscopique. 

On introduit a temperature ambiante dans un tube Eppendorf de 1,5 ml 

10 sterile la quantite desiree du melange O a © puis on rajoute les constituants © et 
©. L'ensemble est homogen6ise a Taide d'une aiguille sterile, puis laiss6 au repos 
une nuit a 4®C. 

La preparation est ensuite dispersee a 33,33 % dans du PBS Ix sterile. 

II - Protocole dMmmunisation 

Afm de tester I'effet des vesicules selon I'invention lors d'une 
administration muqueuse, des souris BALB/c femelles de 6-8 semaines ont re9u, 
par voie nasale, deux fois (a JO et J30), differentes preparations decrites ci- 
dessous. L'administration par voie nasale necessite Tanesthesie des animaux par 
une solution, melange de Ketamine, Valium et Atropine, injectee par voie intra- 
peritoneale. Un mois apres la demiere immunisation, les animaux sont sacrifies, 
les serums sont coUectes et les prelevements des secretions muqueuses effectues, a 
Texception des lavages vaginaux qui sont prelev6s sur la souris vivante pendant 
les trois jours precedents la fin de T experimentation. 

Grouoes dMmmunisation 

Les souris ont etc reparties en 4 groupes notes I a IV, le groupe TV 
constituant un groupe temoin (souris non immunisees egalement denonmiees 
souris naives) et les autres groupes etant soumis a un protocole d'immunisation tel 
que defini precedemment au moyen des produits suivants : 

- groupe I : 

♦ HSA encapsulee : 20^1 par narine de vesicules selon I'invention incorporant 
HSA ce qui correspond a 8 jig de HSA par souris 
35 
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- groupe II : 

♦ HSA : 20^1 par narine d'une solution de HSA correspondant a 8 |ig 
par soiiris 

5 - groupe III : 

♦ Vesicules vides : 20jil par narine de vesicules selon Tinvention vides 

Prelevements des secretions 

Tous les prelevements sont effectues avec des solutions froides (4**C) 
10 et sont entrepos^s siu* glace au fur et a mesure afin de limiter les degradations par 
les enzymes protSolytiques. 

Lavages broncho-alveolaires : 

La trachee des souris est canulee a Taide d'une sonde et 750jil de PBS 
15 sont injectes lentement afin de ne pas creer d'hemorragie, les poumons sont laves 
ainsi 3 fois avec la meme solution, le prelevement est ensuite centrifuge afin 
d'eliminer les cellules pulmonaires et separe en fractions aliquotes conservees a 
-20®C jusqu'au dosage. 

20 Lavages vaginaux 

Ces prelevements sont realises sur la souris vivante non anesthesiee, 
par injection de 50|il de PBS dans Torifice du vagin, le vagin est lave 3 fois avec 
la meme solution. Ce type de prelevement est renouvele durant 3 jours consecutifs 
afm de couvrir les variations dues au cycle hormonal de la souris. Les secretions 

25 sont groupees et conservees a -20®C. 

Lavages intestinaux 

L'intestin est preleve, libere du mesentere et rince dans I'eau afin 
d'eliminer le sang exterieur. II est ensuite decoupe longitudinalement et incube sur 
30 glace dans 1 ml d'une solution de lavage enrichie en inhibiteur de proteases. 
L'ensemble est centrifuge et le suraageant est recupere et congele a -20'*C. 

Dosage des anticorps 

Les anticorps specifiques de HSA presents dans les serums et 
35 secretions sont doses par technique ELISA ou Ton determine les IgA et IgG 
specifiques de HSA (anti-IgA biotinyle/Streptavidine peroxydase, anti-IgG 
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peroxydase). Les resultats sont exprimes en titre moyen determine par rapport a un 
serum de reference de souris naive et correspondant a Tinverse de la dilution egale 
au seuil de reference. 

5 m - Resultats 

Les resultats du dosage des anticorps specifiques sont presentes sous 
la forme de 2 figures (figure 1 et figure 2) illustrant respectivement les reponses 
emticorps obtenues dans les prelevements muqueux pour la reponse associee auxj^;, 
muqueuses et dans les serums des animaux (reponse syst6mique). 
10 Sur ces figures, on a egalement indique dans chaque cas le nombre de 

souris ayant reagi au protocole d'inununisation par rapport au nombre de souris 
soumises a ce protocole (la mention "n/m" signifiant que n souris ont reagi sur m . 
souris soumises au protocole d'immimisation). . .v . 

II apparait clairement au vu de ces deux figures que radministration 
IS par voie nasale de vesicules selon Tinvention incorporant HSA entraine une 
production importante d'anticorps dans les poumons (Figure 1). Seule 
i'immunisation sous la forme encapsulee engendre une reponse immune 
pulmonaire d'isotype IgA et IgG (Fexistence au niveau pulmonaire de ces deux 
isotypes est rapportee dans differentes publications). Bien que cette voie 
20 d'administration ne soil pas la plus aisee chez Tanimal, tous les animaux 
immunises par voie nasale avec les vesicules selon Tinvention sont repondeurs. 

L'analyse des autres prelevements muqueux revele la presence d*IgA 
specifique de HSA dans le vagin et I'intestin des animaux immunises par les 
vesicules selon Tinvention incorporant HSA, muqueuses tres distantes du site 
25 d'administration avec une predilection pour la muqueuse vaginale. Ces reponses 
indiquent une generalisation de la reponse induite dans le tissu lymphoTde 
muqueux pulmonaire ou nasal et la circulation et la redistribution des lymphocytes 
actives et differencies pres du site d'administration. 

A la difference de la muqueuse pulmonaire, la reponse isotype 
30 specifique de HSA predominante dans Tintestin et le vagin est TlgA. Bien que le 
titrage des IgGn+L n'ait pu etre realise dans les lavages vaginaux, des experiences 
similaires realisees avec un autre antigene indique la predominance des IgA dans 
les secretions vaginales. 

Seule la forme vectorisee de Tantigene conduit a une reponse intense 
35 et specifique. Les quelques animaux presentant une reponse IgA detectable dans 
les groupes immunises par HSA libre (titre de 3 centre 650 dans les secretions 
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vaginales avec les vesicules selon Tinvention contenant HSA ) ne sent pas 
differentiables du groupe vesicules selon rinvention vides. 

L' etude des serums des animaux (Figure 2) indique que les vesicules 
selon rinvention incorporant HSA administrees par voie nasale sont capables 

5 d'engendrer une reponse systemique caracterisee par la presence majoritaire d*IgG 
mais egalement par un taux important d'IgA serique. Seule la forme vectorisdc 
conduit a cette production (IgA HSA seule = 35 ; IgA v6sicules selon rinvention ^ 
HSA = 17 620). II est remarquable d'obtenir une reponse systemique de rantigcncjj 
vectoris6. Rappelons qu'il est extremement difficile d'induire une r6ponse IgAf 

10 serique par inunimisation systemique avec \m antigene seul ou accompagne d*un 
adjuvant autoris6 en usage humain. 

En conclusion de ces resultats, non seulement la forme dite encapsulie 
engendre une reponse immune pulmonaire mais aussi, seule cette forme permet la 
dissemination de la reponse induite dans le tractus respiratoire vers d*autres 

15 muqueuses indiquant que les vesicules selon rinvention sont des puissants 
vecteurs pour induire une immunite muqueuse, en favorisant la prise en charge et 
rinduction de la reponse au sein d'un site et en la redistribuant a d'autres sites. 

Les capacites a engendrer une reponse immune muqueuse et a stimuler 
le tissu lymphoide muqueux commun revelent une importance particuliere lorsque 

20 Ton s'adresse a des antigenes a potentiel vaccinant, face a des pathogenes invasifs 
a tropisme muqueux. 

La double possibilite d'induire a la fois une reponse muqueuse et une 
reponse systemique presente un grand interet en vaccination car elle simplifie 
radriiinistration tout en offrant une immunite a plusieurs niveaux : muqueux pour 

25 defendre les voies d'acces aux micro-organismes et systemiques pour les 
infections plus disseminees ou generalisees. 
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REVENDICATIONS 

1 . Utilisation de vesicules multilamellaires a structure en oignon 
presentant une structure interne cristal-liquide formee d'un empilement de 
5 bicouches concentriques a base d'agents amphiphiles alternant avec des couches 
d'eau, de solution aqueuse ou de solution d'un liquide polaire et au sein desquelles 
se trouve incorpore au moins un antigene, poxu- la fabrication d'une composition 
vaccinale destinee a une administration par voie muqueuse pour induire une 
reponse muqueuse et/ou systemique serique. 
10 2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 

antigene a une origine exogene ou naturelle intrinseque. 

3. Utilisation selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce 
que ledit antigene est choisi dans le grbupe constitue : 

- des proteines, en particulier des proteines extraites ou recombinantes, 
15 glycosylees ou non, 

- des peptides, 

- des lipopeptides, 

- des polysaccharides, 

ou represente un melange de plusieurs de ces composants. 
20 4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce 

que lesdites vesicules contiennent au moins un agent tensioactif choisi dans le 
groupe constitu6 : 

- des phospholipides hydrogenes ou non hydrogenes, 

- des acides gras en a C3o> satures ou mono- ou polyinsatures, lineaires ou 
25 ramifies, sous forme d'acide ou de sel d'un metal alcalin, alcalino-terreux ou d'une 

amine, 

- des esters, ethoxyles ou non, de ces memes acides gras et 

. de saccharose, 
. de sorbitan, 
30 . de mannitol, 

. de glycerol ou de polyglycerol, 
. de glycol, 

- des mono-, di- ou triglycerides ou des melanges de glycerides de ces memes 
acides gras, 

35 - des alcools gras en Cg a C30, satures ou mono- ou polyinsatures, lineaires ou 
ramifies, ethoxyles ou non. 
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- des others, ethoxyles ou non, de ces memes alcools gras et 

. de saccharose, 
. de sorbitan, 
. de mannitol, 
5 . de glycerol ou de polyglycerol, 

. de glycol, 

" des huiles vegetales polyethoxylees, hydrogenees ou non hydrogenees, 
-des polymeres sequences de polyoxyethylene et de polyoxypropylene 
(poloxameres), 
10 -de rhydroxystearate de poly ethy leneglycol, 

- des alcools a squelette sterol tel que le cholesterol, le sistosterol, 

- des sphyngolipides, 

- des polyalkylglucosides, 

- des copolymeres de polyethyleneglycol et tf alkylglycol, 

15 -des copolymeres di- ou tribloc d'ethers de polyethyleneglycol et de 

polyaUcyleneglycol. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce 

que lesdites vesicules contiennent en outre au moins un co-tensioactif destine a 

ameliorer la rigidite et/ou Tetancheite des membranes desdites vesicules. 
20 6. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce que ledit co- 

tensioactif est choisi dans le groupe constitue : 

- du cholesterol et de ses derives, en particulier les esters de cholesterol 
charges ou neutres comme le sulfate de cholesterol 

- des derives a squelette sterol, en particulier ceux d'origine vegetale 
' 25 — tels que le sitosterol ou le sigmasterol, — - 

- des ceramides. 

7. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 6, caracteriste en ce 
que lesdites v6sicules contiennent en outre une substance immuno-modulatrice. 

8. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 7, caracterisee en ce 
30 que lesdites vesicules ont vin diametre compris entre 0,1 et 25 nm, de preference 

entre 0,2 et 15 |im. 

9. Utilisation selon l*une des revendications 1 a 8, caracterisee en ce 
que les bicouches desdites vesicules comprennent au moins deux agents 
tensioactifs dont Tun presente line balance hydrophile-lipophile (HLB) comprise 

35 entre 1 et 6, de preference comprise entre 1 et 4, et Tautre une balance hydrophile- 
lipophile (HLB) comprise entre 3 et 15, de preference comprise entre 5 et 15. 
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10. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 9, caracterisee en ce 
que le rendement ^encapsulation de Tantigene (ou des antigenes) au sein desdites 
vesicules est superieur a 50 %, de preference superieur a 80 %. 

11. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 10, caracterisee en ce 
5 que ladite administration par voie muqueuse est una administration par voie 

nasale. 
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Mode operatoire 

Les composants sont sterilises par irradiation UV pendant 60 mn. Les 
contenants et accessoires (spatules, agitateurs...) sont sterilises a la flamme juste 
avant utilisation. 

5 Les constituants O i @ sont introduits dans un pilulier, dans un ordre 

indifferent, puis chauff6s k SO^C pendant 60 min sous trSs forte agitation 
magn6tique. La solubilisation totale des constituants @ et O est verifite par 
observation microscopique. 

On introduit a temperature ambisuite dans un tube Eppendorf de 1,5 ml 
10 sterile la quantite desir^e du melange O a O puis on rajoute les constituants ® et 
L'ensemble est homog^n^is^ a Taide d'une aiguille sterile, puis laiss6 au repos 
une nuit a 4°C. 

La preparation est ensuite dispersee a 33,33 % dans du PBS Ix sterile. 

IS II - Protocole d'immunisation 

Afin de tester I'effet des vesicules selon I'invention lors d'une 
administration muqueuse, des souris BALB/c femelles de 6-8 semaines ont re9U, 
par voie nasale, deux fois (a JO et J30), differentes preparations decrites ci- 
dessous. L' administration par voie nasale necessite Tanesthesie des animaux par 
20 une solution, melange de Ketamine, Valium et Atropine, injectee par voie intra- 
periton6ale. Un mois apres la demiere immunisation, les animaux sont sacrifi6s, 
les semms sont coUectes et les prelevements des secretions muqueuses effectues, a 
Texception des lavages vaginaux qui sont preleves sur la souris vivante pendant 
les trois jours precedents la fin de rexperimentation. 

25 

Groupes d*immunisation 

Les souris ont 6te reparties en 4 groupes notes I a IV, le groupe FV 
constituant im groupe temoin (souris non immunises egalement denommees 
souris naives) et les autres groupes etant soumis a un protocole d'immimisation tel 
30 que defini precedemment au moyen des produits suivants : 
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- group e I : 

♦ HSA encapsulee : 20jal par narine de vesicules selon Tinvention incorporant 
HSA ce qui correspond a 80 ^g de HSA par soxiris 
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FEUILLE RECTfFfig 



- groupe n : 



♦ HSA: 



20jil par narine d'une solution de HSA correspondant a 



80 )ig par souris 

- groupe ni : 

♦ Vesicules vides : 20^1 par narine de vesicules selon I'invention vides 

Prelevements des secretions 

Tons les prelevements sont effectues avec des solutions froides (4^C) 
et sont entreposes sur glace au fur et a mesure afin de limiter les degradations par 
les enzymes prot6olytiques. 

Lavages broncho-alveolaires : 

La trachee des souris est canulee a Taide d'une sonde et 750fil de PBS 
sont injectes lentement afin de ne pas creer d'hemorragie, les poumons sont laves 
ainsi 3 fois avec la meme solution, le prelevement est ensuite centrifuge afin 
d'eliminer les cellules pulmonaires et separe en fractions aliquotes conservees a 
-20°C jusqu'au dosage. 

Lavages vaginaux 

Ces prelevements sont realises sur la souris vivante non anesthesiee, 
par injection de 50|il de PBS dans Torifice du vagin, le vagin est lave 3 fois avec 
la meme solution. Ce type de prelevement est renouvel6 durant 3 jours consecutifs 
afin de couvrir les variations dues au cycle hormonal de la souris. Les s6cr6tions 
sont groupees et conservees k -20®C. 

Lavages intestinaia 

L'intestin est preleve, libere du mesentere et rince dans Teau afin 
d'eliminer le sang exterieur. II est ensuite decoupe longitudinalement et incub6 sur 
glace dans 1 ml d'une solution de lavage enrichie en inhibitexu- de proteases. 
L' ensemble est centrifuge et le sumageant est recupere et congele a -20*^0. 

Dosage des anticorps 

Les anticorps specifiques de HSA presents dans les serums et 
secretions sont doses par technique ELISA oii Ton determine les IgA et IgG 
specifiques de HSA (anti-IgA biotinyle/Streptavidine peroxydase, anti-IgG 
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